






















C1  (NPC1) mutant  cells.  In  these  cells, AnxA6  depletion  rescued  the  cholesterol  accumulation 
associated with NPC1 deficiency. Here, we demonstrate that elevated AnxA6 protein levels in NPC1 
mutants or upon pharmacological NPC1 inhibition, using U18666A, were not due to upregulated 
AnxA6 mRNA  expression,  but  caused by defects  in AnxA6 protein degradation. Two KFERQ‐
motifs are believed to target AnxA6 to lysosomes for chaperone‐mediated autophagy (CMA), and 
we hypothesized  that  the  cholesterol accumulation  in  endolysosomes  (LE/Lys)  triggered by  the 
NPC1 inhibition could interfere with the CMA pathway. Therefore, AnxA6 protein amounts and 
cholesterol  levels  in  the  LE/Lys  (LE‐Chol)  compartment were  analyzed  in NPC1 mutant  cells 
ectopically expressing lysosome‐associated membrane protein 2A (Lamp2A), which is well known 
to  induce  the CMA pathway.  Strikingly, AnxA6 protein  amounts were  strongly decreased  and 
coincided  with  significantly  reduced  LE‐Chol  levels  in  NPC1  mutant  cells  upon  Lamp2A 
overexpression. Therefore, these findings suggest Lamp2A‐mediated restoration of CMA in NPC1 
mutant cells to lower LE‐Chol levels with concomitant lysosomal AnxA6 degradation. Collectively, 







through  de  novo  synthesis  in  the  endoplasmic  reticulum  (ER),  and  the  uptake  of  low‐density 













(e.g.,  Rab7,  Rab8,  and  Rab9),  non‐vesicular  transport  mediated  by  lipid  transfer  proteins,  or 
cholesterol transfer across membrane contact sites (MCS) [8]. In addition, autophagy also contributes 
to regulate lipid metabolism in the LE/Lys compartment [9–11]. Therefore, it has been suggested that 
alterations  in autophagy may contribute  to  the pathology of  lipid storage disorders. For example, 
Sarkar et al. (2013) identified defective autophagy in Niemann–Pick type C1 (NPC1) disease models 
to be associated with cholesterol accumulation [12]. In these studies, failure of the SNAP receptor 
(SNARE) machinery  caused defects  in  amphisome  formation, which  impaired  the maturation of 
autophagosomes, while  the  lysosomal  proteolytic  function  remained  unaffected.  In  this  setting, 





Calcium  (Ca2+)  is a well‐known  regulator of autophagy, yet despite  the wide  range of  lysosomal 
storage diseases that share defects in both autophagy and Ca2+ homeostasis, the intersection between 
these two pathways  is still not well characterized [17]. In fact, a number of Ca2+‐binding proteins, 





membranes  in  a  Ca2+‐dependent  manner  and  are  widely  expressed  [20]. Within  the  endocytic 
pathway, they have been associated with a variety of membrane trafficking events, including vesicle 






cellular  location  is still  incomplete. Yet,  to exert  their various  functions,  their physical association 
with  the LE/Lys compartment seems essential. The accessibility  to membrane  lipids  that serve as 
annexin binding sites, in particular, phosphatidylserine and phosphatidic acid, but also cholesterol 




each annexin  for  individual  lipid  species,  is most  likely  critical.  In addition,  the  cytosolic  tails of 
proteins  in  the  limiting  LE/Lys  membrane  may  directly  or  indirectly  further  add  to  establish 
interactions. In support of this, direct protein–protein interactions of annexins with several LE/Lys 



























increased  and  AnxA6‐mediated  recruitment  of  a  Rab7‐GTPase  activating  protein  (Rab7‐GAP), 
TBC1D15, to LE/Lys to inactivate Rab7. AnxA6‐dependent Rab7 inactivation in NPC1 mutant cells 
was associated with a reduction of MCS between LE/Lys and the ER. Vice versa, AnxA6 depletion in 






the  amount of AnxA6  in  ILVs of  the LE/Lys  compartment. Remarkably,  these  findings  could be 















aprotinin  were  from  Sigma‐Aldrich  (St.  Louis, MO,  USA).  Paraformaldehyde  (PFA)  was  from 
Electron Microscopy Sciences (Hatfield, PA, USA), and Mowiol was from Calbiochem (San Diego, 




purified  using  Glutathione‐Sepharose  4B  beads  (GE Healthcare,  Chicago,  IL,  USA)  as  reported 




with  the manufacturer’s protocol. One microgram  of RNA was  reverse  transcribed using High‐




forward  5’‐ccgggaagatgctaggaat‐3’,  reverse  5’‐accctggtgagggtcttctt‐3’;  Rpl13:  forward  5’‐








by  Bradford  assay,  were  separated  by  10%  SDS‐PAGE  and  transferred  to  a  Hybridation 
Nitrocellulose membrane  (Millipore, Burlington, MA, USA). After blocking  in 5% skimmed milk, 
western  blots  were  performed  using  rabbit  anti‐AnxA6  serum  [38],  mouse  anti‐β‐actin  (MP 
Biomedicals,  Illkirch‐Graffenstaden, France), mouse anti‐epidermal growth  factor  receptor kinase 
substrate 8 (Eps8; BD Transduction Lab, San Jose, CA, USA), rabbit anti‐GFP (Abcam, Cambridge, 
UK),  rabbit anti‐Rab7  (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) and mouse anti‐α‐tubulin 
(Sigma‐Aldrich,  St.  Louis, MO,  USA).  Appropriate  peroxidase‐conjugated  secondary  antibodies 








(40–70  μg)  fusion protein  for 2 h at 4  °C. GST was used as a negative  control  (data not  shown). 













[25]  and  served  to  determine  the  relative  amounts  of  free  cholesterol  in  enlarged,  perinuclear 
cholesterol‐enriched and Lamp2A‐positive late endosomal vesicles in NPC1 mutant M12 cells. 
2.6. Transmission Electron Microscopy (TEM) 




were  embedded  in  Lowicryl HM20  resin  (Electron Microscopy  Science, Hatfield,  PA). Ultrathin 


































Cholesterol  accumulation  in LE/Lys  is  a distinctive  feature  of  cells  carrying  loss‐of‐function 
mutations  in  the NPC1 gene and we previously  showed  that AnxA6 overexpression mimics  this 
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phenotype  [27].  Furthermore,  we  recently  identified  that  endogenous  AnxA6  levels  were 








of NPC1 mutant CHO cells or after U18666A  treatment  (Figure 1C). Therefore, we  reasoned  that 
alterations  in  the posttranscriptional  regulation  could be  responsible  for  elevated AnxA6 protein 




(HSF)  and NPC1 patient  (GM03123)  skin  fibroblasts  and  (B) CHO‐WT  treated  for  16 h with  and 
without U18666A (2 μg/mL) as indicated were analyzed by Western blotting with antibodies against 







fluorescent signal. In  line with published data  [12], CHO M12 cells displayed a 2‐3‐fold  increased 


















[25], which might  reduce  their  capacity  to  process  DQ‐Red‐BSA  to  levels  comparable  to  those 













more  research  is  needed  to  identify  the  factors  or  environmental  changes  that  create  sensitivity 
towards LE‐Chol and/or AnxA6 levels for the various lysosomal activities. 
3.2. Selective Degradation of AnxA6 in LE/Lys 
As previous  reports were  in support of AnxA6 being  targeted  for  lysosomal degradation by 
selective autophagy  (CMA/eMi)  [30,50], we next  examined  if LE‐Chol accumulation  in M12  cells 
could  compromise  AnxA6  degradation.  For  this  purpose,  CHO‐WT  and  CHO M12  cells  were 








their  respective  negative  controls  (compare  lane  1  and  3,  for  quantification  see  Figure  2B,C), 











































two  independent  experiments  is  shown.  (B)  The  intensity  of  AnxA6  and  Eps8  bands  was 
quantified and normalized to α‐tubulin. Data shown represents the mean  SEM (* p < 0.05). (C) 





Lamp2A  is  a  lysosomal‐associated membrane  protein  that  acts  as  a  protecting  barrier  for 
hydrolases and a receptor  for CMA substrates, but has also been  implicated  in cholesterol export 
from LE/Lys [52–54]. Inversely, cholesterol levels may  influence Lamp2A protein conformation or 
interaction with other lysosomal partners, with consequences for autophagy and cellular metabolism 
[52].  As  mentioned  above,  ectopic  Lamp2A  expression  in  NPC1  mutant  cells  led  to  AnxA6 
downregulation  and  elevation of Rab7‐GTP  levels  (Figures 1–2),  a  scenario  that we  showed was 
associated with restoration of LE‐Chol export in cells lacking NPC1 [25]. This prompted us to study 
whether  Lamp2A‐induced  CMA  activation  possibly  correlated  with  diminished  LE‐Chol 
accumulation  in NPC1 mutant cells. Therefore, Lamp2A‐GFP was ectopically expressed  in NPC1 
mutant CHO M12 cells and to examine LE‐Chol accumulation, cells were then fixed and stained with 
filipin  to  visualize unesterified  (free)  cholesterol  (Figure  4). Remarkably, quantification  of  filipin 
staining  per  cell,  which  resembles  almost  exclusively  prominent  and  enlarged,  perinuclear 
cholesterol‐enriched, and Lamp2A‐positive late endosomal vesicles in NPC1 mutant M12 cells (see 
also enlarged  inserts  in 4C),  identified a significant decrease of filipin  intensity per cell by 15%  in 
CHO M12  cells  (9.474  ±  0.3  vs.  8.059  ±  0.45)  ectopically  expressing  Lamp2A  compared  to  the 
neighboring non‐transfected CHO M12  cells  (Figure 4A, see quantification  in Figure 4B).  Indeed, 
enlarged  images  revealed  a mixed  population  of  Lamp2A‐positive  vesicles, many  of  them  only 
weakly stained with filipin, indicating restoration of LE‐Chol export (Figure 4C; see white arrows in 
the  enlarged  inset  and  line  profile  intensity  plot).  Taken  together,  it  appears  feasible  that 
overexpression of Lamp2A in CHO M12 cells leads to CMA activation that allows AnxA6 protein 
degradation.  Consequently,  this  instigates  the  upregulation  of  Rab7‐GTP  levels, which  triggers 





Figure  4.  Lamp2A‐GFP  overexpression  reduces  late  endosomal  cholesterol  (LE‐Chol) 
accumulation  in NPC1 mutant  cells.  (A) CHO M12  cells were  transfected with Lamp2A‐GFP 
(green), fixed, and stained with filipin to visualize free cholesterol (red). A representative image, 




(C)  Two  enlarged  regions  of  interest  from A  (1  and  2)  show  details  of  Lamp2A‐GFP/filipin 
colocalization and vesicle heterogeneity in transfected cells (scale bar, 2 μm). White arrows point 
at  filipin‐negative, but Lamp2A‐positive vesicles  (1,2)  and yellow  arrows highlight Lamp2A‐
positive vesicles colocalizing with filipin (2). Line profiles of fluorescence intensities of Lamp2A‐
GFP (green) and filipin (red) are shown (a–b and c–d, 2.5 μm). 
In previous  studies we demonstrated  that AnxA6  is  associated with  acidic,  endo‐,  and pre‐
lysosomal compartments of non‐polarized as well as polarized cells [37,55,56]. Conversely, in settings 
where  LE/Lys  accumulate  cholesterol,  such  as  in NPC1  disease  or  after  pharmacological NPC1 
inhibition, increased amounts of AnxA6 proteins were found associated with LE/Lys [57]. The latter 
findings were  based  on  colocalization  studies  using  confocal microscopy  as well  as  subcellular 




an  anti‐AnxA6 polyclonal  antibody  [57]  followed by  anti‐rabbit  12  nm  colloidal  gold  antibodies 
(Figure  5A).  Quantification  of  gold  particle  density  (gold  particles/μm2)  or  vesicle  area  (μm2) 
validated previous  findings,  identifying  a  significant  increase  of AnxA6‐gold  labeling  in LE/Lys 
structures of CHO M12 compared to CHO‐WT cells (Figures 5A and B). Moreover, the complex and 
heterogeneous  inner  LE/Lys  structures  consisting  of multilamellar membranes  and  electrodense 
material  in prototypical endolysosome  in CHO M12 cells were enriched  (~95%) with anti‐AnxA6 
labeling (Figure 5C, red arrowheads). Much less prominent AnxA6 labeling was also observed at the 






Figure  5.  AnxA6  is  enriched  in  inner membranes  of  the  late  endosome/lysosome  (LE/Lys) 
compartment  in NPC1 mutant cells. Lowicryl HM20 ultrathin sections of CHO‐WT and CHO 
M12 cells were labeled with anti‐AnxA6. (A) A region of the cytoplasm of CHO‐WT and CHO 




SEM  is  also  given  (***  p  <  0.001).  (C)  Representative  enlarged  image  of  a  prototypical 
endolysosome  in CHO M12 cells. AnxA6  labeling  is enriched  in  inner LE/Lys  structures  (red 
arrowheads) and less prominent at the LE/Lys perimeter (white arrowheads). mit, mitochondria; 
ccv, clathrin coated vesicles; ER, endoplasmic reticulum. Scale bar is 200 nm. 
Therefore,  AnxA6  and  LE‐Chol  seem  to  be  engaged  in  a  feedback  loop  in  the  LE/Lys 
compartment of NPC1 mutant cells (Figure 6). Upregulated AnxA6 levels increase the amount of LE‐
Chol,  and,  inversely,  increased LE‐Chol  levels upon  loss  of NPC1  function  raise AnxA6 protein 











Figure 6. Scheme depicting the feedback  loop of AnxA6 and LE‐Chol  levels  in NPC1 mutant 
cells. NPC1 loss‐of‐function mutations or pharmacological NPC1 inhibition (U18666A) lead to 
late  endosome/lysosome  (LE/Lys)‐cholesterol  accumulation  [1,6,61].  This  interferes  with 
Lamp2A‐dependent  chaperone‐mediated  autophagy  (CMA)  [31,48], which  leads  to  reduced 
AnxA6  protein  degradation  (this  study).  Elevated  AnxA6  protein  levels  promote  Rab7 




cholesterol  accumulation  (this  study). Lamp2A‐induced  restoration  of  LE‐cholesterol  export 
being  responsible  for  reduced  AnxA6  protein  levels  cannot  be  completely  ruled  out. 
Alternatively,  AnxA6  depletion  in  NPC1 mutant  cells  increased  Rab7  activity  [25],  which 
restored cholesterol export from LE/Lys. Taken together, this feedback loop connects cholesterol 
levels  in  LE/Lys with CMA‐mediated AnxA6  protein  degradation, with CMA  functionality 
being highly dependent on cholesterol levels in the LE/Lys compartment. N, nucleus. 
Although  the  data  presented  here  may  favor  Lamp2A‐induced  CMA  activation  being 
responsible for AnxA6 degradation (Figure 6), it should be emphasized that other routes, such as eMi 
or even specific lysosomes, may also contribute to control AnxA6 protein turnover, and cannot be 
entirely  excluded  [30,50].  Importantly,  this  study  clearly  identifies  a  close  relationship  between 
AnxA6 protein  and LE‐Chol  levels  in NPC1 mutant  cells. Future  studies, using pharmacological 









for protein‐protein  interactions. The LE‐Chol‐sensitive  formation  of  the ORP1L‐VAP‐A  complex, 
which participates in cholesterol transfer from LE to the ER, is currently the best example for this 




























cholesterol  homeostasis?  In  fact,  recent  studies  identified  drastically  increased  amounts  of 
cholesterol‐rich  exosomes  released  from  NPC1 mutants  or  U18666A‐treated  cells.  Thus,  it  was 
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Figure S1. AnxA6 depletion normalizes  increased  capacity  for bulk  lysosomal degradation  in 
NPC1 mutant cells. (A) CHO‐WT, CHO M12, and CHO M12‐A6ko cells were  incubated with 10 
μg/ml DQ‐Red‐BSA (gray) for 6 h at 37°C. Cells were fixed, nuclei were stained with DAPI (blue), 
and  cells were visualized  in a  confocal microscope. Merged  images are  representative  for  three 
independent experiments. For better comparison of DQ‐Red‐BSA staining, the outline and shape 
of cells is indicated. Scale bar is 20 μm. (B) Quantification of the bright red (pseudocolored grey) 
fluorescent  signal  (Total  cell  fluorescence;  arbitrary  units,  a.u.)  derived  from  internalized  and 













and  conditions  of  the  Creative  Commons  Attribution  (CC  BY)  license 
(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/). 
 
